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論文内容の要旨
髄
　神経因性疾痛は、自発痛、痛覚過敏やアロディニアを主症状とする神経の損傷・機能
障害などによって引き起こされる痛みの症候群である。神経因性疾痛の原因となる疾患
には、帯状庖疹後神経痛、糖尿病性ニューロパチー、進行がんなど様々な原因が挙げら
れるが、神経因性疾痛の発症ならびにその維持機構は、非常に複雑なものであることが
想定されている。
　最近、疾痛発現機構の一部に、神経の分化・生存および機能維持などに重要な役割を
担っている神経栄養因子の関与が注目されている。神経栄養因子の中でも脳由来神経栄
養因子（brain－derived　neurotrophic　factor：BDNF）は、シナプス新生や神経新生といった可
塑性を誘導する主要因子の一つであり、神経損傷により引き起こされる脊髄後角神経の
感受性増大においても、このBDNFの重要性が示唆されている。脊髄後角神経節におい
て合成されたBDNFは、一次求心性神経から遊離され、脊髄後角神経を興奮させること
が知られている。一方、BDNFの受容体であるTrkBには、細胞内にチロシンキナーゼド
メインを有するfull－length　TrkBとチロシンキナーゼボメインが欠損しているtruncated
TrkBの二種類が存在する。いずれの受容体も痛みの伝達に重要な役割を担っている脊髄
後角に局在していることから、BDNFによるTrkBの活性化は疾痛伝達に寄与している可
能性が推察される。そこで本研究では、坐骨神経結紮による神経因性疾痛モデルを用い、
神経因性疾痛形成における脊髄内BDNF／TrkB経路の役割を詳細に検討した。
　一方、炎症性疾痛は非ステロイド性抗炎症薬やモルヒネなどの鎮痛薬でコントロール
できるが、神経因性疾痛はこうした鎮痛薬に対して抵抗性を示し、さらには適切な治療
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法も確立されていないことが臨床上深刻な問題となっている。このような神経因性疾痛
と炎症性疾痛に対する鎮痛薬の効果の相違は、これらの疾痛が異なった機構で発現して
いることが原因であると想定されるが、その痙痛伝達機構の相違についてはいまだ明確
にされていない。そこで本研究では、神経因性疾痛と炎症性疾痛の脊髄を介した疾痛伝
達経路における細胞内情報伝達系の相違について検討した。
‖大性’久　のジ　におレる…’　BDNFの狙室1
　神経因性疾痛モデルは、ペントバルビタール麻酔下、ICR系雄性マウスの右側後肢大
腿部の坐骨神経を結紮糸により半周だけ強度に結紮することにより作製した。熱痛覚過
敏ならびにアロディニア反応は、無拘束下にて足底熱刺激装置ならびにvon　Freyフィラ
メントを用いて評価した。坐骨神経を結紮すると、結紮側の後肢においてのみ、著明か
っ持続的な熱痛覚過敏やアロディニア反応といった神経因性疾痛が認められた。このよ
うなマウスの結紮側の脊髄では、疾痛伝達に重要な役割を果たす脊髄後角表層部におい
てBDNFの免疫活性が著明に増大した。そこで、　BDNFの特異的抗体を繰り返し髄腔内
前処置し、神経因性疾痛の形成に対する影響を検討したところ、神経因性1を痛の形成は
著明に抑制された。しかしながら、BDNFと同様にTrkBに結合するneurotrophin－4の特
異的抗体を繰り返し髄腔内前処置しても全く抑制されなかった。また、BDNF（＋／一）ヘテ
ロノックアウトマウスを用いて、神経因性疾痛の形成におけるBDNFの関与をより直接
的に検討したところ、野生型マウスと比較して神経因性疾痛の形成が有意に抑制された。
さらに、正常マウスにBDNF自体を単回髄腔内投与し、疾痛反応が惹起されるか否かに
ついて検討した結果、持続的かつ著明な疾痛反応が観察された。これらの結果から、神
経因性疾痛の形成には脊髄におけるBDNFが重要な役割を果たしていることが明らかと
なった。
ψ大’’”のz　におレる一惰　TrkBのノ室1
　TrkB受容体のリガンド結合ドメインを有するキメラタンパク質（TrkB／Fc）を用いて、
神経因性疾痛の形成に及ぼす脊髄内TrkBの役割について検討したところ、神経因性疾
痛の形成はTrkB／Fcの繰り返し髄腔内前処置によりほぼ完全に抑制された。また、　full－
length　TrkBの特異的抗体およびTrkを介したチロシンキナーゼ活性を阻害するK－252a
の繰り返し髄腔内前処置により、神経因性疾痛の形成は著明に抑制されたが、チロシン
キナーゼドメインを有さないtruncated　TrkBの特異的抗体の繰り返し髄腔内前処置では
全く抑制されなかった。さらには、神経因性疾痛動物の脊髄細胞膜分画標本ではfull－length
TrkBのタンパク量が増加し、この増加はBDNFの特異的抗体の繰り返し髄腔内処置によ
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り消失した。一方、脊髄培養神経細胞を用いて、BDNFによる細胞内Ca＋2濃度の変化を
fluo－3AM法に従い、共焦点レーザー顕微鏡下で測定したところ、著しい細胞内Ca2＋濃
度の増加が引き起こされた。このようなBDNFによる細胞内Ca2＋濃度の増加は、　K－252a
の前処置により消失した。さらには、BDNFの単回髄腔内投与により誘発される疾痛反
応も、K－252aの髄腔内前処置により完全に抑制された。これらの結果から、神経因性疾
痛の形成には脊髄におけるBDNF／ful1－length　TrkBを介した経路が重要な役割を果たして
いることが明らかとなった。
経大性’、’ならびに番症性状’のジ　にお1る”惰　PKAおよびPKCの美　の　’吾
　BDNF／ful1－length　TrkBの下流には、神経可塑性に関与するprotein　kinase　C（PKC）が存
在している。そこで選択的PKC阻害薬であるRo－32－0432（2－｛8－1（dimethylamino）methyl］－
6，7，8，g　tetrahydropyridio［1，2－a］indol．3．yl｝－3－（1－metyl－IH－indol－3－yl）maleimide）を用いて神
経因性疾痛の形成における脊髄内PKCの役割について検討したところ、　Ro－32－0432の繰
り返し髄腔内前処置により神経因性疾痛の形成はほぼ完全に抑制された。しかしながら、
選択的protein　kinase　A（PKA）阻害薬であるKT－5720［（8R，9S，　l　lS）一（一）－9－hydroxy－9－n－
hexyloxy－carbony1－8－methyl－2，3，9，10－tetrahydro－8，　l　l－epoxy－IH，8H，　l　l　H－2，7b，11a，－
triazadibenzo【a，　g］cycloocta［cde］－trinden－1－one］を繰り返し髄腔内前処置しても、神経因性
疾痛の形成は全く抑制されなかった。このような神経因性疾痛モデルマウスの脊髄後角
表層部では、リン酸化型カルシウム依存性PKCの免疫活性が著しく増大した。また、BDNF
の単回髄腔内処置により誘発される疾痛反応は、Ro－32－0432の前処置によって著明かつ
有意に抑制された。さらに、脊髄培養神経細胞におけるBDNF誘発細胞内Ca2＋濃度の増
加もRo－32－0432の前処置によって著明に抑制された。一方、ペントバルビタール麻酔下、
右側後肢足礁皮下にcomplete　Freund’s　adjuvantを単回投与することにより作製した炎症
性疾痛モデルでは、KT－5720の繰り返し髄腔内前処置によりほぼ完全に抑制された。し
かしながら、Ro－32－0432の繰り返し髄腔内処置では炎症性疾痛は全く抑制されなかった。
また、炎症性疾痛モデルマウスの脊髄後角表層部では、リン酸化型PKAの免疫活性の有
意な増大が認められた。これらのことから、神経因性疾痛の形成には脊髄における
BDNF／full4ength　TrkB経路を介したPKCの活性化が、一方炎症性疾痛の形成には脊髄に
おけるPKA依存的な疾痛伝達経路が重要な役割を担っていることが明らかとなった。
縫
　本研究の結果から、神経因性疾痛の形成には、脊髄におけるBDNFの遊離を介した
full－length　TrkBの活性化が重要な役割を果たしていることが明らかとなった。また、神
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経因性疾痛の形成にはPKCの持続的な活性化が、…・方、炎症性葵痛の形成には脊髄のPKA
に連関した疾痛伝達経路が深く関与していることを見出した。このように、神経因性疾
痛と炎症性痙痛の形成機構には、脊髄における異なった細胞内情報伝達系が関与するこ
とが明らかとなった。
　 惰におレるBDNF／TrkB経欠を　した　糸大性’、’『ジ滋玄　の　念叉
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　　　　凌蜜む荏瀕経騨　　　　　　　〆’　　　スプ◎三一……一～一　一一一
　　～／　　　　　〆　　．　　・㍉　　　／　　　）
／　／／舗癒1＼
／　　　　　9＿　　　　　　　　　　　　1／　　　　　離霧”　　　　　　　ノ　　　〆　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／∨
／〉　　　　〆／　　　　　維麟撚鱗
　　　　／
一 28一
論文審査の結果の要旨
　神経因性疾痛は自発痛、痛覚過敏やアロディニアを主症状とする神経の損傷・
機能障害などによって引き起こされる痛みの症候群であり、帯状庖疹後神経痛、
糖尿病性ニューロパチー、進行がんなど様々な原因により発現する難治性疾痛
である。神経因性広痛は非ステロイド性抗炎症薬やモルヒネなどの鎮痛薬に対
して抵抗性を示し、さらには適切な治療法も確立されていないことから臨床上
深刻な問題となっている。最近、脳由来神経栄養因子（brain－derived　neurotrophic
factor：BDNF）は、神経損傷により引き起こされる脊髄後角神経の感受性増大に
重要な役割を担っていることが示唆されている。一方、BDNFの受容体である
TrkBには、細胞内にチロシンキナーゼドメインを有するfuU－length（FL）TrkBと
チロシンキナーゼドメインが欠損しているtruncated（TR）TrkBの二種類が存在し、
BDNFによるTrkBの活性化は疾痛伝達に寄与している可能性が推察されている。
そこで本論文では、坐骨神経結紮による神経因性疾痛モデルを用い、神経因性
疾痛形成における脊髄内BDNF／TrkB経路の役割を詳細に検討している。
　坐骨神経を結紮すると、結紮側の後肢においてのみ、著明かつ持続的な熱痛
覚過敏やアロディニアといった神経因性疾痛が認められる。このようなマウス
の結紮側の脊髄では、疾痛伝達に重要な役割を果たす脊髄後角表層部において
BDNFの免疫活性が著明に増大している。そこで、　BDNFの特異的抗体を繰り返
し髄腔内前処置し、神経因性疾痛の形成に対する影響を検討し、神経因性疾痛
の形成が著明に抑制されることを示した。しかしながら、BDNFと同様にTrkB
に結合するneurotrophin－4の特異的抗体を繰り返し髄腔内前処置しても抑制され
なかった。また、BDNFヘテロノックアウトマウスを用いて、神経因性疾痛形成
におけるBDNFの関与をより直接的に検討し、野生型マウスと比較して神経因
性疾痛の形成が有意に抑制されることを明らかにしている。一方、脊髄培養神
経細胞にBDNFを処置すると著しい細胞内Ca2＋濃度の増加が引き起こされ、さ
らに正常マウスの髄腔内にBDNF自体を単回投与すると持続的かつ著明な疾痛
反応が惹起された。これらの結果から、神経因性疾痛形成には脊髄における
BDNFの遊離増加が重要な役割を果たしている可能性を示唆している。また、
TrkB受容体のリガンド結合ドメインを有するキメラタンパク質（TrkB／Fc）を用
いて、神経因性疾痛の形成に及ぼす脊髄内TrkBの役割を検討し、神経因性疾痛
の形成はTrkB／Fcの繰り返し髄腔内前処置により著しく抑制されることを明らか
にした。また、FL　TrkBの特異的抗体およびTrkを介したチロシンキナーゼ活性
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を阻害するK－252aの繰り返し髄腔内前処置により、神経因性疾痛の形成は著明
に抑制されるが、TR　TrkBの特異的抗体の繰り返し髄腔内前処置では抑制されな
かった。さらには、神経因性疾痛動物の脊髄細胞膜分画標本ではFL　TrkBのタ
ンパク量が増加し、この増加はBDNFの特異的抗体の繰り返し髄腔内処置によ
り消失している。一方、脊髄培養神経細胞におけるBDNF誘発細胞内Ca2＋濃度
の増加ならびにBDNFの単回髄腔内投与により誘発される疾痛反応も、K－252a
の髄腔内前処置により著明に抑制された。これらの結果から、脊髄における
BDNFによるFL　TrkBのチロシンキナーゼ活性の上昇が、神経因性疾痛形成に重
要な役割を担っている可能性を示唆している。FL　TrkBの下流には、神経可塑性
に関与するprotein　kinase　C（PKC）が存在している。そこで、選択的PKC阻害薬
であるRo－32－0432（RO）を用いて神経因性疾痛の形成における脊髄内PKCの役
割を検討し、ROの繰り返し髄腔内前処置により神経因性疾痛の形成が著しく抑
制されることを示している。このような神経因性疾痛動物の脊髄後角表層部で
は、リン酸化型PKCの免疫活性が著しく増大していた。また、脊髄培養神経細
胞におけるBDNF誘発細胞内Ca2＋濃度の増加ならびにBDNFの単回髄腔内処置
により誘発される痺痛反応は、ROの前処置によって著明かつ有意に抑制され
た。しかしながら、選択的protein　kinase　A（PKA）阻害薬であるKT－5720（KT）を
繰り返し髄腔内前処置しても、神経因性疾痛の形成は抑制されなかった。一方、
右側後肢足蹴皮下にcomplete　Freund‘s　adjuvantを単回投与して作製した炎症性疹
痛モデルでは、KTの繰り返し髄腔内前処置により炎症性疾痛が著しく抑制され
た。また、炎症性疾痛動物の脊髄後角表層部では、リン酸化型PKAの免疫活性
が有意に増大した。しかしながら、ROを繰り返し髄腔内処置しても炎症性疾痛
は抑制されなかった。これらのことから、神経因性疾痛の形成には脊髄におけ
るBDNF／FL　TrkB経路を介したPKCの活性化が、一方炎症性疾痛の形成には脊
髄におけるPKA依存的な疾痛伝達経路が重要な役割を担っている可能性を示し、
神経因性疾痛と炎症性疾痛の形成機構には脊髄において異なった細胞内情報伝
達系が関与する可能性を示唆している。
　以上の結果から、本論文では神経損傷による一次求心性神経末端からのBDNF
の遊離増加に起因したFL　TrkB／PKC経路の活性化が、神経因性疾痛の形成にお
いて主要な経路の一つである可能性を示唆している。これらの成果は神経因性
疾痛の形成にBDNF／TrkB／PKC経路の活性化が重要な役割を果たしていることを
示しており、今後の治療薬開発にも貢献できる内容である。したがって、本論
文は博士論文に値し、博士（薬学）の学位を授与するに相応しいと判断する。
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